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บทคดัย่อ 
 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาคุณลกัษณะของยนีไฟโคไซยานินของสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้า
เงินในระดบัโมเลกุล โดยการโคลนยนีไฟโคไซยานินของสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน Anabaena siamensis 
TISTR8012 ซ่ึงเร่ิมจากการสร้างนิวคลีโอไทดส์ายสั้นจากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าก 
สาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน 7 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Ana. variabilis ATCC 29413, Arthrospira platensis, 
Spirulina maxima, Ana. kisseleviana, Ana. lemmermannii, Ana. flosaquae และ Ana. planktonica 
จากนั้นทาํการโคลนแอลฟา และบีตา-ไฟโคไซยานินยนีโดยการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์
แลว้ถ่ายโอนเขา้สู่โคลนน่ิงเวคเตอร์ แลว้ถ่ายโอนเขา้สู่เวคเตอร์เพื่อการแสดงออกของโปรตีน เม่ือได้
โปรตีนแอลฟา- และบีตา- ไฟโคไซยานิน จึงทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิโดยการใชโ้คบอลตแ์อฟฟินิตีโครมา
โตรกราฟี แลว้นาํโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิแลว้ มาทดสอบคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ ABTS 
scavenging ผลการทดลองท่ีไดน้าํเสนอโดยค่า IC50 เปรียบเทียบกบัวติามินอีสังเคราะห์  โดยวติามินอี
สังเคราะห์ โปรตีนแอลฟา- และโปรตีนบีตา- ไฟโคไซยานิน ท่ีทาํบริสุทธ์ิมีค่า IC50 0.4, 13.8 และ18.6 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั  
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Abstract 
 
  The objectives of this research are to clone, expressed, purified and study 
phycoyanin properties. Genomic DNA of Anabaena siamensis TISTR8012 was used as a 
template for apo-αPC and apo-βPC amplification. The primers for apo-αPC and apo-βPC 
amplification were designed from the alignment of apo-αPC and apo-βPC of Ana. variabilis 
ATCC 29413, Arthrospira platensis, Spirulina maxima, Ana. kisseleviana, Ana. 
lemmermannii, Ana. flosaquae and Ana. planktonica.  The apo-αPC and apo-βPC genes were 
amplifies and cloned into pGEM_T easy cloning vector and sequenced. Then, subcloned 
into pET32a expression vector.  The recombinant proteins were expressed in BL21 (DE3) 
Escherichia coli host cells. The recombinant apo-αPC and apo-βPC fusion proteins were 
purified using cobalt affinity chromatography. The recombinant proteins were analyzed for 
antioxidant scavenging property using ABTS scavenging assay compare with synthetic 
vitamin E, trolox. The results showed that trolox, rTrx_apo-αPC and rTrx_apo-βPC proteins 
have the IC50 value of 0.4, 13.8 and 18.6 mg/ml, respectively.   
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บทที ่1 
บทนํา 
1.1 ความสําคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย  
 ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) หรือท่ีรู้จกักนัดีในช่ือของสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน (blue-green 
algae)  เป็นแบคทีเรียท่ีสังเคราะห์แสงได ้ โดยใชโ้ปรตีนไฟโคบิลิน (phycobilin) ท่ีอยูใ่นเยือ่หุม้เซลลช์ั้นใน
ของไทลาคอยด ์ (thylakoid) ทาํงานร่วมกบัคลอโมฟลอร์ (chromophore) โปรตีนไฟโคบิลินน้ีนบัวา่เป็นรงค
วตัถุท่ีสาํคญัต่อการสังเคราะห์แสงซ่ึงพบไดม้ากถึง 40-60 เปอร์เซ็นต ์ ของโปรตีนท่ีสามารถละลายนํ้าได้
ภายในเซลล ์ โปรตีนไฟโคบิลินจะรวมตวัเพื่อสร้างเป็นกลุ่มของโปรตีนเรียกวา่ ไฟโคบิลิโซม 
(phycobilisome) ซ่ึงเป็นกลุ่มยอ่ยของการรวมกนัระหวา่งโปรตีนและกลุ่มธาตุท่ีทาํใหเ้กิดสีในสารประกอบ 
(chromoprotein) ทาํหนา้ท่ีสาํคญัในการเป็นตาํแหน่งของการสังเคราะห์แสง ในธรรมชาติโปรตีนไฟโคบิลิน
จาํแนกไดเ้ป็น 3 กลุ่มตามคุณสมบติัในการเกิดสี ไดแ้ก่ ไฟโคอิลิทริน (phycoerythrin) ใหสี้ไดท่ี้ความยาว
คล่ืน 560 นาโนเมตร ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) ใหสี้ไดท่ี้ความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร และอลัโลไฟ
โคไซยานิน (allophycocyanin) ใหสี้ไดท่ี้ความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ซ่ึงโปรตีนไฟโคบิลินแต่ละชนิด
ประกอบไปดว้ยสายแอลฟา 1 สาย และสายบีตา 1 สาย ในส่ิงมีชีวติโปรตีนไฟโคบิลินทาํหนา้ท่ีในการดกัจบั
พลงังานแสงตั้งแต่ความยาวคล่ืน 500 ถึง 650 นาโนเมตร และทาํการส่งต่อพลงังานแสงไปสู่คลอโรฟิลลเ์อ 
โดยการส่งถ่ายพลงังานนั้นเร่ิมจากการรับแสงของไฟโคอิลิทริน จากนั้นส่งต่อไปท่ีไฟโคไซยานิน แลว้ส่ง
ต่อไปใหก้บัอลัโลไฟโคไซยานิน และสุดทา้ยส่งใหก้บัคลอโรฟิลลเ์อ การส่งถ่ายพลงังานภายในโปรตีนไฟ
โคบิลินจะส่งจากสายบีตาไปใหก้บัสายแอลฟา 
 ไฟโคไซยานินนอกจากเป็นรงควตัถุท่ีสาํคญัต่อการสังเคราะห์แสงแลว้ ไฟโคไซยานินยงัมี 
คุณสมบติัหลากหลายทั้งเร่ืองของการตา้นอนุมูลอิสระ การตา้นการอกัเสบ และการเป็นสารเรืองแสง โดยไฟ
โคไซยานินอะโปโปรตีนมี คุณสมบติั ในการตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการบวม ส่วนไฟโคไซยานินโฮโล
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โปรตีนท่ีเกิดจากการรวมตวัของไฟโคไซยานินอะโปโปรตีนกบัคลอโมฟลอร์ดว้ยพนัธะไทโออีเทอร์ตรง
บริเวณซิสทีอินจะเป็นสารประกอบฟลูออเรสเซนตสี์นํ้าเงิน 
 โครงการวจิยัน้ีไดท้าํการศึกษา บีตา และ แอลฟาไฟโคไซยานิน โอเปอร์รอนจาก Anabaena 
siamensis TISTR 8012 โดย โคลน ผลิต และการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ แลว้ทาํการทดสอบคุณสมบติัการ
ตา้นอนุมูลอิสระ 
 
1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 1.2.1 โคลนยนีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย 
 1.2.2 ชกันาํใหเ้กิดการการแสดงออกของโปรตีนไฟโคไซยานินใน Escherichia coli เพื่อเป็นการ
ยนืยนัวา่รีคอมนิแนนพลาสมิดซ่ึงมียนีไฟโคไซยานินแทรกอยู ่เม่ือถ่ายเขา้สู่ E. coli ซ่ึงเป็นเซลลเ์จา้บา้น เพื่อ
เป็นการตรวจสอบวา่โปรโมเตอร์สามารถถูกเหน่ียวนาํให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนโปรตีนไฟโคไซ
ยานินท่ีมาจากไซยาโนแบคทีเรีย 
 1.2.3 ทาํการแยกโปรตีนไฟโคไซยานินท่ีผลิตได ้และทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิ  
1.2.4 ทาํการทดสอบคุณสมบติัของการตา้นสารอนุมูลอิสระของรีคอมบิแนนโปรตีนท่ีได ้เพื่อยนืยนั
วา่รีคอมบิแนนโปรตีนไฟโคไซยานินท่ีผลิตไดน้ั้นสามารถทาํงานไดจ้ริง  
 
1.3 ข้อตกลงเบือ้งต้น  
 เน่ืองจากยงัไม่มีรายงานการโคลน การผลิต และการทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธ์ิแก่ บีตา และแอลฟา โอ
เปอร์รอนจาก Anabaena siamensis และไฟโคไซยานินโฮโลโปรตีนเป็นโปรตีนท่ีมีความสาํคญัทาง
เศรษฐกิจ โดยผูว้จิยัทาํการศึกษา และสร้างองคค์วามรู้ในการผลิต และทาํใหบ้ริสุทธ์ิ กระทัง่ทดสอบ
คุณสมบติัของโปรตีนท่ีผลิตไดใ้นหอ้งปฏิบติัการ  
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1.4 การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
 ไซยาโนแบคทีเรีย เป็นส่ิงมีชีวติท่ีอยูใ่นกลุ่มของโปรคาริโอตท่ีมีชีวติมาตั้งแต่ก่อนสมยัจะก่อกาํเนิด
ส่ิงมีชีวติอ่ืนๆ ในโลก และเป็นส่ิงมีชีวติท่ีก่อใหเ้กิดการมีก๊าซออกซิเจนข้ึนในชั้นบรรยากาศของโลก ไซยา
โนแบคทีเรียสามารถอาศยัในสภาวะท่ีหลากหลาย เช่น อุณหภูมิอบอุ่น บริเวณท่ีมีแสงสวา่งมาก และบริเวณ
ท่ีมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซดต์ํ่า จึงทาํใหไ้ซยาโนแบคทีเรียสามารถมีชีวิตไดใ้นสภาวะท่ีหลากหลาย 
เช่น อากาศร้อนในฤดูใบไมผ้ลิ ทะเลสาบท่ีมีอุณหภูมิตํ่า และในดิน มีเพียงไม่ก่ีสายพนัธ์ุของไซยาโน
แบคทีเรียเท่านั้นท่ีมีชีวิตอยูบ่ริเวณมหาสมุทรเปิด โคลนบริเวณปากอ่าว บริเวณนํ้าต้ืน ทะเลสาบ และแม่นํ้า 
เรามกัจะรู้จกัไซยาโนแบคทีเรียในช่ือของสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงิน ในการศึกษาเร่ืองของส่วนประกอบของ
เยือ่หุม้เซลลข์องไซยาโนแบคทีเรียทาํใหท้ราบวา่ ไซยาโน-แบคทีเรียเป็นแบคทีเรียท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มของ
แบคทีเรียแกรมลบ ประกอบดว้ย เยือ่หุม้เซลล ์ 3 ชั้นดว้ยกนั ไดแ้ก่ เยือ่หุม้เซลลช์ั้นนอก (outer membrane) 
ชั้นเพปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ซ่ึงค่อนขา้งหนาจึงใชส่้วนน้ีในการจาํแนกไซยาโนแบคทีเรียออกจาก
แบคทีเรียแกรมลบทัว่ไป และชั้นสุดทา้ยคือเยือ่หุม้พลาสมา (plasma membrane) (Christa และคณะ 2005) 
ในปี ค.ศ.1979 Rippka และผูร่้วมวจิยัไดท้าํการจาํแนกไซยาโนแบคทีเรียตามลกัษณะออกเป็น 5 กลุ่มดงัน้ี 
(Rippka และคณะ 1979) 
 กลุ่มท่ี 1 ไซยาโนแบคทีเรียเซลลเ์ดียวมีการแพร่พนัธ์ุแบบการแบ่งตวัจาก 1 เป็น 2 เซลล์
หรือการแตกหน่อ ไดแ้ก่ Synechococcus Type I II III, Glloeothce, Gloeocapsa, Gloeobacter, 
Chanaesiphon และ Synechocystis Type I II 
 กลุ่มท่ี 2 ไซยาโนแบคทีเรียเซลลเ์ดียวมีการแพร่พนัธ์ุแบบการแบ่งตวัมากกวา่คร้ังละ 2 
เซลลไ์ดแ้ก่ Dermocarsa, Xenococcus, Dermocarpella, Chroococcidiopsis, Pleurocapsa group Type I II 
และ Myxosarcina 
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 กลุ่มท่ี 3 ไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเส้นใย ไม่มีเซลลเ์ฮทเทอโรซิส และมีการแพร่พนัธ์ุ
โดยแบ่งตวัเป็นระนาบไดเ้พียงคร้ังละ 1 ระนาบ ไดแ้ก่ Spirulina, Arthrospira, Oscillatoria, 
Pseudonabaena, and LPP group A B และ Plectonema baryanum type 
 กลุ่มท่ี 4 ไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเส้นใย มีเซลลเ์ฮทเทอโรซิสมี และมีการแพร่พนัธ์ุ
โดยแบ่งตวัเป็นระนาบไดเ้พียงคร้ังละ 1 ระนาบ ไดแ้ก่ Anabaena, Nodularia, Cylindrospermum, Nostoc, 
Scytonema, Calothrix และ Tolypothrix tenuis type 
 กลุ่มท่ี 5 ไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเส้นใย มีเซลลเ์ฮทเทอโรซิส และมีการแพร่พนัธ์ุโดย
แบ่งตวัเป็นระนาบไดม้ากกวา่คร้ังละ 1 ระนาบ ไดแ้ก่ Chlorogloeopsis fritschii และ Fischerella  
 ในการทาํวจิยัในคร้ังน้ีไดเ้ลือกไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเส้นใย มีเซลลเ์ฮทเทอโรซิส และมีการ
แพร่พนัธ์ุโดยแบ่งตวัเป็นระนาบไดเ้พียงคร้ังละ 1 ระนาบ เน่ืองจากมีการแบ่งตวัท่ีรวดเร็ว และโตง่ายทาํให้
สามารถเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียเพียงระยะเวลาอนัสั้นแต่ไดจ้าํนวนเซลลม์ากมาย Anabaena siamensis 
TISTR 8012 เป็นไซยาโนแบคทีเรียท่ีเป็นเส้นใย และมีการสร้างเซลลเ์ฮทเทอโรซิส ซ่ึงเซลลเ์ฮทเทอโรซิสน้ี
เป็นส่วนสาํคญัท่ีทาํให้เกิดการตรึงก๊าซไนโตรเจน ภายใตส้ภาวะการขาดแหล่งไนโตรเจนเซลลป์กติจะมีการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลเ์ฮทเทอโรซิส เพื่อทาํการตรึงก๊าซไนโตรเจนใหไ้ซยาโนแบคทีเรียสามารถ
ดาํรงชีวิตอยูไ่ด ้(Kaneko และคณะ 2001) โดย A. siamensis คน้พบคร้ังแรกในนาขา้วของประเทศไทย ซ่ึงใน
ปัจจุบนัสายพนัธ์ุน้ีนิยมนาํมาใชใ้นการผลิตปุ๋ยชีวภาพสาํหรับใชใ้นนาขา้ว ซ่ึงสามารถใหผ้ลผลิตท่ีใกลเ้คียง
กบัการใชปุ๋้ยเคมี อีกทั้งไม่ทาํลายส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย (Phunprunch และคณะ 2006) 
 ในส่วนต่อไปจะไดก้ล่าวถึงส่วนประกอบของโปรตีนไฟโคบิลิน (phycobiliproteins) ซ่ึงเป็นโปรตีน
ท่ีเป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการสังเคราะห์แสง จะพบไดใ้นเยือ่หุม้เซลลช์ั้นในของไทลาคอยด ์ (thylakoid) (Yu 
และคณะ 1981) โดยโปรตีนไฟโคบิลิน คือ โปรตีนท่ีทาํงานร่วมกบัคลอโมฟลอร์ (chromophore) โดย
ส่วนมากพบในชั้นไทลาคอยด ์  โปรตีนไฟโคบิลินน้ีนบัวา่เป็นรงควตัถุท่ีสาํคญัต่อการสังเคราะห์แสงซ่ึงพบ
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ไดม้ากถึง 40-60 เปอร์เซ็นต ์ ของโปรตีนท่ีสามารถละลายนํ้าไดภ้ายในเซลล ์ (Pilot และ Fox 1984) โปรตีน
ไฟโคบิลินจะรวมตวัเพื่อสร้างเป็นกลุ่มของโปรตีนเรียกวา่ ไฟโคบิลิโซม (phycobilisome) ซ่ึงเป็นกลุ่มยอ่ย
ของการรวมกนัระหวา่งโปรตีนและกลุ่มธาตุท่ีทาํใหเ้กิดสีในสารประกอบ (chromoprotein) (Lorimier และ
คณะ 1984) ซ่ึงมีหนา้ท่ีสาํคญัในการเป็นตาํแหน่งของการสังเคราะห์แสง ในธรรมชาติโปรตีนไฟโคบิลิน
จาํแนกไดเ้ป็น 3 กลุ่มตามคุณสมบติัในการเกิดสี ไดแ้ก่ ไฟโคอิลิทริน (phycoerythrin) สามารถใหสี้ไดท่ี้
ความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) สามารถใหสี้ไดท่ี้ความยาวคล่ืน 620 นาโน
เมตร และอลัโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) สามารถใหสี้ไดท่ี้ความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ซ่ึง
โปรตีนไฟโคบิลินแต่ละชนิดประกอบไปดว้ย สายแอลฟา 1 สาย และสายบีตา 1 สาย ในส่ิงมีชีวติโปรตีนไฟ
โคบิลิน ทาํหนา้ท่ีในการดกัจบัพลงังานแสงตั้งแต่ความยาวคล่ืน 500 ถึง 650 นาโนเมตร และทาํการส่งต่อ
พลงังานแสงไปสู่คลอโรฟิลลเ์อ (Liu และคณะ 2005) โดยการส่งถ่ายพลงังานนั้นเร่ิมจาก การรับแสงของไฟ
โคอิลิทริน จากนั้นส่งต่อไปท่ีไฟโคไซยานิน จากนั้นส่งต่อไปใหก้บัอลัโลไฟโคไซยานิน และสุดทา้ยส่ง
ใหก้บัคลอโรฟิลลเ์อ การส่งถ่ายพลงังานภายในโปรตีนไฟโคบิลินจะส่งจาก สายบีตาไปใหก้บัสายแอลฟา 
(Romay และคณะ 2003) ในงานวจิยัคร้ังน้ีจะใหค้วามสาํคญัไปท่ีไฟโคไซยานิน เน่ืองจากมีคุณสมบติั
หลากหลายทั้งเร่ืองของการตา้นอนุมูลอิสระ การตา้นการอกัเสบ และการเรืองแสง 
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1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 
สามารถเร่ิมตน้การเป็นส่วนหน่ึงของ การสร้างระบบเทคโนโลยกีารผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนใน
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี และการศึกษาหนา้ท่ีของโปรตีนไฟโคไซยานิน นอกจากน้ี โปรตีนไฟโคไซ
ยานินท่ีทาํใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ไดถู้กนาํมาศึกษาคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระ ดงันั้น จึงเป็นการเพิ่มความรู้
เก่ียวกบัการศึกษาการตา้นอนุมูลอิสระ  
งานวจิยัน้ีไดเ้ป็นส่วนหน่ึงในการผลิตนกัศึกษาปริญญาโท 1 คน บางส่วนของงานวจิยัน้ีไดน้าํเสนอ
ในการประชุมวชิาการระดบั ชาติ และนานาชาติ เพื่อใหเ้กิดองคค์วามรู้แก่ ประชาชน นกัเรียน นกัศึกษา ครู 
อาจารย ์นกัวชิาการไดศึ้กษาเพื่อเป็นความรู้พื้นฐานหรือนาํไปประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัอ่ืน ๆ ต่อไป 
 
Suphap, W., and Ketudat-Cairns, M. (2009) Phycocyanin alpha and Beta subunits of 
Anabaena siamensis TISTR8012  Proceeding of the The 2nd SUT Graduate Conference 
2009 , Nakhon Ratchasima Thailand, January 21-22, 2009 
 
Suphap, W., Charoenrat, T. and Ketudat-Cairns, M. (poster presentation) Cloning and 
expression of Phycocyanin from Cyanobacteria Proceeding of the 20th  Annual Meeting 
and International Conference of the Thai Society for Biotechnology “Biotechnology for 
Global Care”  Taksila  Hotel, Maha Sarakham, Thailand October 14-17, 2008. *** 
Poster award*** 
 
 จากการโคลนยนีและหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ จึงไดส่้งลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ขา้ตีพิมพย์งัฐานขอ้มูล 
NCBI 2 ขอ้มูลดงัน้ี 
• Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin beta subunit gene, complete cds 
519 bp linear DNA  Accession:EU815328.1 GI:194271298 
 
• Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin alpha subunit gene, complete cds 
492 bp linear DNA  Accession:EU815327.1 GI:194271296 
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บทที ่ 2 
วธีิดําเนินการวจิัย 
2.1 การออกแบบไพรเมอร์ (primer design) 
 ขอ้มูลลาํดบัเบสของยนีไฟโคไซยานิน และ ลาํดบัโปรตีนจาก Anabaena sp. PCC 7120 ตาม 
Accession number X05239 ใน GenBank (NCBI) ถูกใชเ้ป็นลาํดบันิวคลีโอไทด ์และ ลาํดบัโปรตีนตน้แบบ 
จากนั้นทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์และลาํดบัโปรตีนในสาหร่ายสีเขียวแกมนํ้าเงินอีก 7 สายพนัธ์ุ 
(Ana. variabilis ATCC 29413, Arthrospira platensis, Spirulina maxima, Ana. kisseleviana, Ana. 
lemmermannii, Ana. flos-aquae and Ana. planktonica) เพื่อนาํไปทาํการออกแบบไพรเมอร์และใชใ้นการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้งส่วนท่ีเป็นสายแอลฟา และสายบีตา 
 
2.2 การสกดัจีโนมิคดีเอน็เอ (genomic DNA extraction) 
 ไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Anabaena siamensis TISTR 8012 ถูกเลือกมาใชใ้นการสกดัจีโนมิคดี
เอน็เอ โดยทาํการเล้ียงในอาหารสูตร BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นทาํการสกดัดีเอน็เอจากเซลล์
ดงักล่าวตามขั้นตอนของ Golden และคณะ (1988)  
 
2.3 การโคลนยนีไฟโคไซยานิน (Cloning phycocyanin gene) 
 ทาํการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอของยนีไฟโคไซยานินดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) โดยใชจี้โนมิค  ดีเอน็
เอท่ีสกดัไดเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบ ส่วนไพรเมอร์ท่ีใชมี้ความจาํเพาะต่อยนีไฟโคไซยานิน (ตารางท่ี 1) จากนั้น
ทาํการเช่ือมช้ินดีเอน็เอท่ีเป็นส่วนของยนีไฟโคไซยานินเขา้กบัเวคเตอร์ (pENTR directional TOPO Cloning 
Vector) แลว้ถ่ายโอนพลาสมิดน้ีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α เพื่อการเพิ่มปริมาณพลาสมิด 
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จากนั้นทาํการคดัเลือกโคโลนีท่ีไดรั้บพลาสมิดน้ีโดยคดัเลือกจากการตา้นยาปฏิชีวนะตามท่ีเหมาะสม 
จากนั้นเป็นขั้นตอนการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อยนืยนัวา่มีช้ินยนีไฟโคไซยานินแทรกอยูภ่ายในพ
ลาสมิดจริง โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank 
 
ตารางที ่1 ไพเมอร์ท่ีออกแบบเพื่อใชใ้นการเพิ่มจาํนวนยนีไฟโคไซยานินแอลฟา และบีตา 
Primer name Sequence Tm (oC) 
Phyco_beta_F CAC CAT GAC ATT AGA CGT ATT TAC 48 
Phyco_beta_R TTA ACC AAC AGC AGC AGC GC 62 
Phyco_alpha_F CAC CAT GGT TAA AACCCC CAT TAC 57 
Phyco_alpha_R CAT GCT GAG AGG GTT GAT AGC G 56 
 
2.4 การแสดงออกของยีนไฟโคไซยานิน (Expression phycocyanin gene) 
 เม่ือไดย้นีไฟโคไซยานินท่ีถูกตอ้งซ่ึงบรรจุอยูใ่นโคลนน่ิงพลาสมิดแลว้ ทาํการยา้ยช้ินส่วนยนีไฟโค
ไซยานินไปยงัเวคเตอร์ท่ีใชใ้นการแสดงออก (expression vector) ดว้ย LR clonase  ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ใชย้า้ย
ช้ินยนีไฟโคไซยานินไปยงั pET32a DEST เพื่อใชใ้นการแสดงออก แลว้ทาํการถ่ายโอนพลาสมิดดงักล่าวเขา้
สู่เซลลแ์บคทีเรียเจา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21(DE3) pLysS ซ่ึงพลาสมิด ดงักล่าวน้ีจะมีพอลิฮิสทิดีน (His 
tag) เช่ือมอยูท่ี่ปลายคาร์บอกซิลิกของโปรตีนท่ีผลิตได ้ ทั้งน้ีเพื่อใหง่้ายต่อการแยกและทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย
คอลมัน์โครมาโตกราฟี (chromatography column) และใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีแบบสัมพรรคภาพ (affinity 
chromatography) ระหวา่งสารตวัอยา่งกบัลิแกนด์ (ligand) เซลลท่ี์ไดรั้บพลาสมิดจะสามารถเจริญไดใ้น
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) โคโลนีท่ีพบบนอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวจะถูกนาํมา
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ตรวจสอบความถูกตอ้งดว้ยเทคนิคโคโลนีพีซีอาร์ (colony PCR) เพื่อหาโคโลนีท่ีใหผ้ลเป็นบวกจากนั้น
นาํมาทดสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน แลว้ทาํการเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัเซลล ์ E. coli ท่ี
ไดรั้บพลาสมิตท่ีไม่มียนีไฟโคไซยานินแทรกอยูเ่ป็นชุดควบคุม ในการศึกษาการแสดงออกของยีนเร่ิมดว้ย
การเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ BL21 (DE3) pLysS ในอาหารเหลว (LB broth) ท่ีเติมแอมพิซิลิน จากนั้น
เล้ียงใหไ้ดค้่าความขุ่น (optical density) ประมาณ 0.5-0.6 แลว้ทาํการเหน่ียวนาํให้เกิดการแสดงออกของยนี
ไฟโคไซยานินดว้ยตวัเหน่ียวนาํ (isopropylthiogalactoside; IPTG) ท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.1 ถึง 1.0 มิลลิโม
ลาร์ เพื่อหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และใชเ้วลาประมาณ 12-16 ชัว่โมง จากนั้นเก็บเก่ียวผลิตภณัฑรี์คอม
บิแนนทโ์ปรตีนเพื่อทดสอบคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระต่อไป 
 
2.5 การทาํรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธ์ิ 
 แยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนออกใหบ้ริสุทธ์ิโดยอาศยัหลกัการโครมาโตกราฟฟีสัมพรรคภาพชนิดไอ
แมค (immobilized metal affinity chromatography; IMAC) 
 
2.6 การทดสอบคุณสมบัติไฟโคไซยานิน (Phycocyanin property test) 
 ทาํการวเิคราะห์ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิการ 2 วธีิ คือ 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2’-azinobis(3-ethlbenzothaiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) โดยดดัแปลง
จากวธีิของ Davi และคณะ (2008) ซ่ึงวธีิการ DPPH จะทาํการผสมรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 40 ไมโครลิตร กบั
สารละลาย DPPH 3 มิลลิลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดนาน 30 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร และนาํมาคาํนวณเทียบกบักราฟมาตรฐานของ 
Trolox (10-50 mg/l) ส่วนวธีิ ABTS ทาํโดยผสมรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 40 ไมโครลิตร กบัสารละลาย ABTS 
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3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดนาน 6 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความ
ยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร แลว้นาํค่าท่ีไดม้าคาํนวณเทียบกบักราฟมาตรฐานของ Trolox (10-50 mg/L)  
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บทที ่ 3 
ผลการทดลอง และวเิคราะห์ข้อมูล 
3.1 การสกดัจีโนมิคดีเอนเอ (DNA extraction) 
 จากการสกดัจีโนมิคดีเอน็เอจากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Anabaena siamensis จีโนมิคดีเอน็เอท่ี
ไดถู้กนาํมาตรวจสอบดว้ยการโหลดบน 1 เปอร์เซ็นต ์ เจลอะกาโรส (agarose gel) พบวา่ดีเอ็นเอท่ีไดมี้ขนาด
ท่ีใหญ่กวา่ 10 กิโลเบส ดงัแสดงในรูปท่ี 1 โดยจีโนมิคดีเอ็นเอน้ีจะถูกนาํมาใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบสาํหรับ
เทคนิคพีซีอาร์ในการทดลองลาํดบัต่อไป 
             M        1         2         3    
 
รูปที่ 1 จีโนมิคดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Anabaena siamensis ท่ีทดสอบและ
วเิคราะห์บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ (M: 1 kb marker; 1-3: จีโนมิคดีเอนเอจากตวัอยา่งท่ี 1-3 
ตามลาํดบั) 
 
3.2 การโคลนยนีไฟโคไซยานิน (Cloning phycocyanin gene) 
 จากการเพิ่มปริมาณช้ินยนีไฟโคไซยานินดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจาํเพาะดงั
แสดงในตารางท่ี 1 และใชจี้โนมิคดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากวธีิการขา้งตน้เป็นดีเอน็เอแม่แบบ และเม่ือทาํการ
 
10.0 kb 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
ตรวจสอบบนเจลอะกาโรสพบวา่ช้ินยนีบีตา้และแอลฟามีขนาด 500 และ 480 คู่เบส (base pair: bp) 
ตามลาํดบั จากนั้นแถบดีเอ็นเอท่ีพบบนเจลอะกาโรสถูกตดัเพื่อนาํมาทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยชุดทดสอบ (DNA 
extraction kit; Invitrogen) แลว้นาํช้ินดีเอน็เอบริสุทธ์ิท่ีไดม้าทาํการเคล่ือนยา้ยเขา้สู่เวคเตอร์ pENTR/D-
TOPO แลว้ทาํการถ่ายโอนเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli DH5α แลว้ทาํการตรวจสอบเบ้ืองตน้โคโลนีท่ีคาดวา่
น่าจะมีช้ินยนีไฟโคไซยานินอยูด่ว้ยการเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB แบบแขง็ท่ีมียาปฏิชีวนะ kanamycin (50 
ไมโครกรัม ต่อ มิลลิลิตร) ผสมอยูด่ว้ย 
 โคโลนีท่ีพบเจริญบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ถูกนาํมาทดสอบในขั้นต่อมาดว้ยเทคนิคโคโลนี 
พีซีอาร์ ซ่ึงผลท่ีไดแ้สดงดงัรูปท่ี 2 จากนั้นเม่ือไดโ้คโลนีท่ีถูกตอ้งโดยการตรวจสอบดว้ยวธีิการเบ้ืองตน้
ดงักล่าวแลว้ จาํนวนโคโลนีท่ีมีช้ินยนีแอลฟาไฟโคไซยานิน 2 โคลน และยนีเบตา้ไฟโคไซยานิน 4 โคลน 
ถูกส่งไปหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั แมคโครเจน ประเทศเกาหลี (Macrogen Inc., Korea) ซ่ึงจากการหา
ลาํดบันิวคลีโอไทดด์งักล่าวพบวา่ทั้ง 2 โคลน ท่ีมียนีแอลฟาไฟโคไซยานินมีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนกบั Ana. 
variabilis ATCC 29431 (CP000177) Anabaena sp. PCC7120 (AF18757)  และAnabaena sp. 7120 
biliprotein (X05239) เป็น 87 85 และ 85 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ส่วนโคลนทั้ง 4 ท่ีมียนีเบตา้ไฟโคไซยานินมี
เปอร์เซ็นตค์วามเหมือนกบั Ana. variabilis ATCC 29431 (CP000177)  Anabaena sp. 7120 biliprotein 
(X05239) และ Anabaena sp. PCC7120 (AF18757) เป็น 90 88 และ 88 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซ่ึงผลของการ
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank ท่ีไดก้ล่าวมาทั้งหมดแสดงดงัตารางท่ี 2 ซ่ึงลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง
ทั้งยนีแอลฟาไฟโคไซยานินและเบตา้ไฟโคไซยานินไดส่้งไปเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลท่ี NCBI และไดร้หสั 
(accession number) เป็น EU815327 และ EU815328 ตามลาํดบั (ภาคผนวก ค) 
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         M   N    1    2     N     3    4     5    6 
 
รูปที่ 2   ผลของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ดว้ยเทคนิคโคโลนีพีซีอาร์ท่ีทดสอบและวิเคราะห์บนเจลอะกาโรส 2 
เปอร์เซ็นต ์(M: 100bp marker; 1-2: ดีเอ็นเอของยีนแอลฟาไฟโคไซยานิ (cpcA gene) ขนาด 480bp 
โคโลนีท่ี 1-2 ตามลาํดบั; 3-6: ดีเอ็นเอของยีนเบตา้ไฟโคไซยานิ (cpcB gene) ขนาด 500bp โคโลนี
ท่ี 3-6 ตามลาํดบั; N: negative control) 
 
3.3 การแสดงออกของยีนไฟโคไซยานิน (Expression phycocyanin gene) 
 การแสดงออกของยนีไฟโคไซยานินในเซลล ์ BL21 (DE3) pLysS ผลท่ีไดพ้บวา่โปรตีนท่ีแสดง
ออกมาโดยส่วนมากจะอยูร่วมกนัในรูปท่ีไม่ละลาย (insoluble aggregation form) ซ่ึงไดท้าํการเพิ่ม
ความสามารถในการละลายของโปรตีนน้ีดว้ยการลดอุณหภูมิในการกระตุน้การผลิตโปรตีนโดยในการ
ทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส สามารถลดปริมาณโปรตีนท่ีอยูใ่นรูปไม่ละลาย 
(insoluble form) ไดดี้กวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีระยะเวลา และปริมาณ
ตวักระตุน้ (IPTG) ท่ีใชใ้นการกระตุน้การผลิตโปรตีน ยงัถูกนาํมาพิจารณาดว้ยเช่นกนั โดยพบวา่โปรตีนจะ
ถูกผลิตข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป 4 ชัว่โมง และตวักระตุน้ IPTG ท่ีความเขม้ขน้                 0.4 มิลลิโมลาร์ จะ
สามารถกระตุน้ใหผ้ลิตโปรตีนไดม้ากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัตวักระตุน้ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนท่ีใชใ้นการ
ทดลองน้ี ดงัแสดงในรูปท่ี 3 ซ่ึงโปรตีนท่ีผลิตไดถู้กวเิคราะห์ดว้ยวธีิ SDS-PAGE โดยจากรูปท่ี 3 จะเห็นวา่
1.0 kb 
0.5 kb 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
14 
โปรตีนเป้าหมาย (target protein) มีขนาดท่ีแสดงบนเจล SDS-PAGE คือ 39 kDa และ 40 kDa ของรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน rTrx_apo-αPC และ rTrx_apo-βPC ตามลาํดบั 
 
ตารางที ่2 ผลการบ่งช้ียนีไฟโคไซยานิน (cpcA และ cpcB) จากลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ได ้ เปรียบเทียบกบั
ขอ้มูลในฐานขอ้มูล NCBI 
Accession Description Max 
Identity 
cpcA gene 
CP000117 Anabaena variabillis ATCC 29431 87% 
AF178757 Anabaena PCC7120 phycobilisome rod structure 85% 
X05239 Anabaena 7120 biliprotein phycocyanin operon 85% 
CP002059.1 'Nostoc azollae' 0708, complete genome 83% 
M75599.1 Fischerella sp. Cohn  77% 
AF333175.1 Synechococcus vulcanus C-phycocyanin alpha subunit gene 77% 
JF798344.1 Dolichospermum flos-aquae FACHB 245  77% 
cpcB gene 
CP000117 Anabaena variabillis ATCC 29431 90% 
X05239 Anabaena 7120 biliprotein phycocyanin operon 88% 
AF178757 Anabaena PCC7120 phycobilisome rod structure 88% 
BA000019 Nostoc sp. PCC 7120 DNA, complete genome 88% 
AF068771 Synechocystis PCC9413 beta-phycocyanin (cpcB) 83% 
DQ848352 Fremyella diplosiphon Fd33 phycobilisome linker-core 82% 
X07012 Tolypothrix sp. PCC7602 inducible cpcB2 and cpcA1 77% 
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            (A): rTrx_ apo-αPC     (B): rTrx_ apo-βPC 
              M    1      2      3     4     5     6     7      8        M      1     2      3     4      5     6     7       8 
   
รูปที่ 3  ผลการวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน (A): rTrx_ apo-αPC และ (B): rTrx_ apo-βPC ในเซลล์
แบคทีเรีย E. coli BL21 (DE3) pLysS ดว้ยวธีิ SDS-PAGE  M: Protein standard (Fermentas); 1-2: 
ส่วนท่ีละลาย (soluble fraction) และส่วนท่ีไม่ละลาย (insoluble fraction) ของตวัอยา่งเซลลท่ี์มี
เวคเตอร์เปล่า (ไม่มีช้ินยนี) และไม่ไดถู้กกระตุน้ดว้ย IPTG; 3-4 ตามลาํดบั: ส่วนท่ีละลายและส่วนท่ี
ไม่ละลายของตวัอยา่งเซลลท่ี์มีเวคเตอร์เปล่า (ไม่มีช้ินยนี) และถูกกระตุน้ดว้ย IPTG ตามลาํดบั; 5-6: 
ส่วนท่ีละลายและส่วนท่ีไม่ละลายของตวัอยา่งเซลลท่ี์มีเวคเตอรท่ีมีช้ินยนี และไม่ไดถู้กกระตุน้ดว้ย 
IPTG ตามลาํดบั; 7-8: ส่วนท่ีละลาย และส่วนท่ีไม่ละลายของตวัอยา่งเซลลท่ี์มีเวคเตอรท่ีมีช้ินยนี 
และถูกกระตุน้ดว้ย IPTG ตามลาํดบั. 
 
3.4 การทาํรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสุทธ์ิ 
จากการออกแบบให้โปรตีนเป้าหมายมีส่วนเช่ือมต่อท่ีแตกต่างกนั คือ โปรตีน rTrx_apo-αPC จะมี
ส่วนเช่ือมต่อ 6XHis-tag ทั้งฝ่ัง N และ C กบัโปรตีน ขณะท่ีโปรตีน rTrx_apo-βPC จะมีส่วนเช่ือมต่อ 6XHis-
tag แค่ฝ่ัง N ของโปรตีนเท่านั้น ซ่ึงจากผลการออกแบบน้ีอาจทาํให้ส่งผลต่อการจบักบัไอออนโคบอลตบ์น
ตวักลางดูดซบัแบบสัมพรรคภาพในกระบวนการทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิโดยโปรตีน rTxn_apo-αPC จะจบักบั
kDa 
116 
66.2 
45 
35 
 
25 
18.4 
14.4 
Trx 
rTrx_apo-α, βPC 
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ไอออนโคบอลต์บนตวักลางดูดซับแบบสัมพรรคภาพได้ดีกว่าโปรตีน rTxn_apo-βPC จึงทาํให้ได้ปริมาณ
โปรตีนท่ีมากกวา่ดงัจะเห็นไดจ้ากรูปท่ี 4A และ 4B (ช่องท่ี 14)  
 
(A) Trx_apo-αPC     (B) Trx_apo-βPC 
 M   1     2    3    4    5    6    7   8   9   10 11  12  13   14       M    1     2   3    4    5    6   7    8   9   10  11  12  13  14 
       
รูปที่ 4 ผลการวเิคราะห์ SDS-PAGE การแสดงออกของโปรตีน (A): rTrx_ apo-αPC และ (B): rTrx_ apo-
βPC ในเซลลแ์บคทีเรีย E. coli BL21 (DE3) pLysS ท่ีผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยโครมาโตกราฟฟี
แบบสัมพรรคภาพชนิดไอแมคท่ีมีการตรึงไอออนโคบอลต ์(M: Protein standard (Fermentas); 1-7: 
ตวัอยา่งท่ีมีเวคเตอร์เปล่า (ไม่มีช้ินยนี); 8-14: ตวัอยา่งท่ีมีเวคเตอรท่ีมีช้ินยนี; 1, 8: ส่วนท่ีละลาย 
(soluble fraction); 2, 9: ส่วนท่ีไหลผา่น (flow-through); 3-5: ส่วนท่ีถูกลา้ง (wash fraction) ดว้ยอิมิ
ดาโซล (imidazole) ความเขม้ขน้ 0, 5, และ 10 มิลลิโมลาร์ตามลาํดบั; 6: ส่วนท่ีถูกชะ (elution 
fraction) ดว้ยอิมิดาโซลความเขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์; 7: ส่วนชะท่ีไม่ไดจ้บักบัเมด็โคบอลตด์ว้ยอิมิ
ดาโซลความเขม้ขน้ 500 มิลลิโมลาร์; 10-13: ส่วนท่ีถูกลา้ง (wash fraction) ดว้ยอิมิดาโซล 
(imidazole) ความเขม้ขน้ 0, 5, 10 และ 150 มิลลิโมลาร์ ตามลาํดบั; 14: ส่วนท่ีถูกชะ (elution 
fraction) ดว้ยอิมิดาโซลความเขม้ขน้ 500 มิลลิโมลาร์).   
 
kDa 
116 
66.2 
45.0 
35.0 
 
25.0 
 
18.4 
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จากรูปท่ี 4 ช้ีใหเ้ห็นวา่ท่ีค่าอิมิดาโซลความเขม้ขน้ตํ่าๆ (5, 10 และ 150 มิลลิโมลาร์) นั้น ไม่สามารถ
ชะเอารีคอมบิแนนทโ์ปรตีน (recombinant protein) ออกจากตวัดูดซบัแบบสัมพรรคภาพท่ีมีไอออนโคบอลต์
ได ้(แถวท่ี 4-6 และ แถวท่ี 11-13) สาํหรับค่าอิมิดาโซลท่ีความเขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์ จะถูกใชใ้นการชะไธ
โอรีดอกซิน (thioredoxin; Trx) ขณะท่ีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจะตอ้งใชอิ้มิดาโซลความเขม้ขน้ถึง 500 มิลลิ
โมลาร์ ดงัแสดงในช่องท่ี 14  ซ่ึงหลงัจากผา่นกระบวนการการทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิแลว้ โปรตีนจะถูกนาํมา
ทาํใหเ้ขม้ขน้ข้ึนและละลายอยูใ่น 50 mM Tris-Cl, pH8.0 โดยจากรูปท่ี 5 จะเห็นวา่โปรตีนมีความเขม้ขน้มาก
ข้ึน 
 
 (A) Trx_apo-αPC  (B) Trx_apo-βPC 
         M      1         2       3      4      5       6                  M      1       2       3        4       5       6 
         
รูปที ่5 ผลการวเิคราะห์ SDS-PAGE ของโปรตีน (A) rTrx_apo-αPC และ (B) rTrx_apo-βPC ท่ีทาํใหเ้ขม้ขน้
ข้ึน และ เปล่ียนบฟัเฟอร์เป็น 50 mM Tris-Cl, pH 8.0 โดย 10 kDa cutoff (M: Protein standard 
(Fermentas); 1: ส่วนท่ีถูกชะดว้ยอิมิดาโซลความเขม้ขน้ 500 มิลลิโมลาร์; 2-5: ส่วนท่ีผา่นการกรอง 
(Filtrated fraction) เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาทีตามลาํดบั; 6: รีคอม-บีแนนทโ์ปรตีนท่ีผา่นการ
ทาํใหเ้ขม้ขน้แลว้ท่ีละลายอยูใ่น 50 mM Tris-Cl pH 8.0). 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สามารถทาํรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิได ้ ถึงแมว้า่โปรตีน
นั้นจะไม่เรืองแสงก็ตาม แต่จากหลายๆ รายงานเม่ือไม่นานมาน้ีแสดงให้เห็นวา่การแสดงออกร่วม (co-
kDa 
116 
66.2 
 
45.0 
35.0 
 
25.0 
 
18.4 
14.4 
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expression) ของหลายๆ ทรานยนี (transgene) ท่ีเป็นไฟโคไซยานินส่วน holo-α-subunit ของไซยาโน
แบคทีเรียท่ีไดท้าํการศึกษาการแสดงออกในเซลล ์ E. coli นั้นสามารถเรืองแสงได ้ (Tooley และคณะ 2001, 
Guan และคณะ 2007, Guan และคณะ 2009)  
 
3.5 การทดสอบคุณสมบัติไฟโคไซยานิน (Phycocyanin property test) 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่การวดั DPPH scavenging activity ดว้ยการประมาณค่าของ IC50 
ไดค้่าประมาณ 0.14 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดงัรูปท่ี 6 ทั้งน้ีอาจจะเน่ืองจากความสามารถในการละลายใน
บฟัเฟอร์ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในกระบวนการทดลองเกิดการตกตะกอน และเป็นสีขาวขุ่น หลงัจาก
เวลาผา่นไป 30 นาที ซ่ึงจะไปรบกวนการดูดกลืนแสง แสดงดงัรูปท่ี 7  การทดลองน้ีจึงไม่สามารถใชเ้ทคนิค 
การวดั DPPH scavenging activity ของรีคอมบิแนนทแ์อลฟา และ บีตาโปรตีนได ้
จึงเปล่ียนมาวดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยเทคนิค ABTS radical scavenging assay  
จากผลทดลองของ ABTS radical scavenging assay แสดงใหเ้ห็นวา่โทรลอกซ์ (trolox) ท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุม
แสดงค่า IC50 เป็น 0.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (รูปท่ี 8A) และโปรตีนทดสอบ rTrx_apo-αPC, rTrx_apo-βPC และ 
Trx แสดงค่า IC50 เป็น 13.8, 18.6 และ 23.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั (รูปท่ี 8B)  
ซ่ึงจากงานวจิยัของ Madhyastha และคณะ (2009) ช้ีใหเ้ห็นวา่ ซี-ไฟโคไซยานิน ตามธรรมชาติจาก
เซลล ์ Spirulina platensis มีค่า scavenging DPPH radical เป็น 12 เปอร์เซ็นต ์ แต่ไม่สามารถ scavenging 
ABTS radical ได ้ อยา่งไรก็ตาม ซี-ไฟโคไซยานิน ตามธรรมชาติสามารถเกิดความผดิพลาดต่อ scavenging 
ABTS radical อยา่งมีนยัสาํคญัไดเ้ช่นกนั ในความแตกต่างระหวา่งวธีิการทดสอบของ ABTS และ DPPH 
scavenging อาจจะเกิดจากความแตกต่างท่ีเกิดข้ึนในแต่ละปฏิกิริยา โดย ABTS เกิดในขั้นตอนท่ีเป็น
ของเหลว (aqueous phase) ส่วน DPPH เกิดในขั้นตอนท่ีเป็นสารอินทรีย ์(organic phase)  
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รูปที ่6 การทาํ DPPH scavenging assay ท่ีใชซ้บัสเตรทกรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) ท่ีความเขม้ขน้ท่ี
แตกต่างกนั คือ 50 100 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในการทดสอบไธโอรีดอกซิน (Trx), โปรตีน 
rTrx_apo-αPC และโปรตีน rTrx_apo-βPC ดว้ยการวดัค่า IC50 of scavenging activity. 
 
 (A)      (B) 
                           
รูปที ่7 ผลการทาํปฏิกิริยา DPPH หลงัจากเวลาผา่นไป 30 นาที เปรียบเทียบระหวา่งตวัควบคุม (A) กรด
แอสคอร์บิค และ (B) รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน  
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 (A)  
    
 
(B ) 
 
รูปที ่8 แสดงวธีิการทดสอบแบบ ABTS scavenging; (A): โทรลอกซ์ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ; (B): โปรตีน 
rTrx_apo-αPC, rTrx_apo-βPC และ Trx ท่ีถูกทดสอบโดยวธีิ ABTS และทาํการวดัค่าของ IC50 
 
จากวธีิการทดสอบขา้งตน้ช้ีใหเ้ห็นวา่โปรตีน rTrx_apo-αPC และ rTrx_apo-βPC พบคุณสมบติัของสาร
ตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) เพียงเล็กนอ้ยเท่านั้นเม่ือทดสอบดว้ยวธีิการของ ABTS radical scavenging 
 Trolox 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
21 
ซ่ึงส่ิงท่ีสาํคญัของการทดสอบคุณสมบติัความเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระตอ้งเป็นขั้นตอนท่ีง่าย ราคาไม่แพง 
ทดสอบไดอ้ยา่งรวดเร็ว และมีความแม่นยาํสูง (Thaipong และคณะ 2006) และเน่ืองจากยงัไม่มีวธีิการท่ีเป็น
มาตรฐาน สาํหรับการประเมินผลถึงปริมาณสูงสุดของสารตา้นอนุมูลอิสระ ดงันั้น นกัวจิยัหลายๆ กลุ่มจึง
อาศยัการวเิคราะห์ในหลายๆ วธีิ ซ่ึงวธีิการต่างๆ ก็จะมีหลกัการท่ีแตกต่าง และสภาวะการทดลองท่ีแตกต่าง
กนัไป เพราะฉะนั้นคุณภาพของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดก้็จะแตกต่างกนัไปตามแต่วธีิการนั้นๆ (Samec 
และคณะ 2009) ซ่ึงจากผลการทดลองท่ีไดส้นบัสนุนความเป็นไปไดท่ี้วา่ไฟโคบิลิโปรตีน 
(phycobiliproteins) ท่ีเป็นไฟโคไซยานินอาจจะมีศกัยภาพในการนาํมาประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยไ์ด ้และรี
คอมบิแนนท ์ ซี-ไฟโคไซยานิน อาจจะมีศกัยภาพในการนาํไปทาํเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสาํหรับใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหารในอนาคตได ้   
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บทที ่4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 
จากการทดลองน้ีพบวา่การสกดัจีโนมิคดีเอน็เอของ A. siamensis TISTR8012 ดว้ย phenol: 
chloroform: isoamylalcohol (25: 24: 1) ตามวธีิการของ Golden และคณะ (1988)  จะทาํใหไ้ดดี้เอน็เอท่ีมี
คุณภาพสูง ซ่ึงถูกใชเ้ป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการเพิ่มจาํนวนช้ินยนี cpcA และ cpcB ดว้ยไพรเมอร์ท่ีออกแบบ
ตามลาํดบันิวคลีโอไทด์อา้งอิงของ Anabaena 7120 biliprotein phycocyanin operon (X05239) ซ่ึงยนีท่ีไดถู้ก
นาํไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ และถูกบนัทึกไวเ้ป็นฐานขอ้มูลใน NCBI ดว้ยเลขรหสั EU815327 และ 
EU815328  
จากการศึกษาการแสดงออกของทั้งโปรตีน cpcA และ cpcB พบวา่สภาวะท่ีเหมาะในการแสดงออก
ของโปรตีนในเวคเตอร์เพื่อการแสดงออก pET32 คือ ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ดว้ย
การกระตุน้ดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิโมลาร์ และสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํใหโ้ปรตีนดงักล่าว
บริสุทธ์ิโดย วธีีโครมาโตกราฟีแบบสัมพรรคภาพชนิดไอแมค คือ การชะโปรตีนท่ีค่าความเขม้ขน้ของอิมิดา
โซล 500 มิลลิโมลาร์ และจากการศึกษาคุณสมบติัสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH scavenging แสดงให้
เห็นวา่มีเพียงกรดแอสคอร์บิคเท่านั้นท่ีแสดง scavenging activity โดยไดค้่า IC50 เป็น 193.80 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร สาํหรับผลท่ีไดจ้ากวธีิ ABTS radical scavenging แสดงค่า IC50 ของ ทรอลอกซ์ (ตวัควบคุม) 
โปรตีน rTrx_apo-αPC และโปรตีน rTrx_apo-βPC เป็น 0.4, 13.8 และ 18.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั  
แม้รีคอมบิแนนท์โปรตีนแอลฟา และ บีตาทีไ่ด้จากงานวจัิยนีจ้ะให้ค่าการต้านอนุมูลอสิระทีไ่ม่สูงนัก 
แต่งานวจัิยนีเ้ป็นงานวจัิยแรกทีท่าํการศึกษาการโคลน การบ่งช้ีชนิด และศึกษาการแสดงออกของยีนไฟโคไซ
ยานิน cpcA และ cpcB จาก Anabaena siamensis เพือ่นําไปใช้ประโยช์ในด้านต่างๆ และเป็นข้อมูลให้กบั
งานวจัิยอืน่ๆ ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
รูปผลการทดลอง 
 
 
รูปที ่9 แสดงค่ามาตรฐานโปรตีนดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ข 
อาหารเลีย้งเช้ือ และสารเคมี 
 
1. LB-LS medium (Luria-Bertani Low Salt medium) 
          g/liter 
  distilled water   950 ml 
  Tryptone    10 g 
  Yeast extract    5 g 
  NaCl     5 g 
 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร หากตอ้งการเตรียมอาหารแขง็ใหเ้ติมวุน้ลงไป 
12-15 กรัม จากนั้นนาํไปตม้จนวุน้ละลายแลว้นาํไปฆ่าเช้ือท่ี 121°C เวลา 15 นาที รอใหอ้าหารเยน็ลงจนมี
อุณหภูมิประมาณ 50°C แลว้ค่อยเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) และกานาไมซิน (kanamycin) ลง
ไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลาํดบั  ผสมใหเ้ขา้กนัดี
ก่อนนาํไปใช ้(หากเป็นอาหารเหลว) หรือนาํไปเท (หากเป็นอาหารแขง็) ในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือแลว้ 
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2. BG11 medium 
ตารางที่ 3 ส่วนผสมในอาหารเล้ียงเช้ือ BG11 
 
Component  
 
Final Conc. (g/L) 
 
1000X stock (g/100 ml) 
 
Final stock 
 
Stock no. 
NaNO3 1.5 - 1.5 g - 
K2HPO4 0.04 4.0 1.0 ml  Stock I 
MgSO4.7H2O 0.075 7.5 1.0 ml Stock II 
CaCl2.2H2O 0.036 3.6 1.0 ml Stock III 
Citric acid 6.56x10-3 0.656 1.0 ml Stock IV 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 6.0x10-3 0.6 1.0 ml Stock V 
Na2EDTA.2H2O 1.04x10-3 0.104 1.0 ml Stock VI 
Na2CO3 0.02 2.0 1.0 ml Stock VII 
A5 trace metal   1.0 ml  
 
ตารางที ่4 ส่วนผสมของ A5 trace metal  
 
Component  
 
Final Conc. (g/L) 
 
Final Stock 
H3BO3 - 2.36 g 
MnCl2.4H2O - 1.31 g 
ZnSO4.7H2O - 0.22 g 
CuSO4.5H2O 79.0 1.0 ml 
Na2MO4.2H2O - 0.391 g 
Co(NO3)2.6H2O 49.4 1.0 ml 
 
ทาํการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ BG11 โดยการละลาย K2HPO4 และ Fe(NH4)3(C6H5O7)2 ในนํ้ากลัน่
ปริมาตรอยา่งละ 100 มิลลิลิตร ละลายส่วนผสมท่ีเหลือในนํ้ากลัน่ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปฆ่า
เช้ือท่ี 121°C เวลา 15 นาที แลว้รอใหเ้ยน็ เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผสมส่วนผสมก่อนนาํไปใช ้
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ภาคผนวก ค 
ลาํดบั DNA ท่ีส่งไปยงัฐานขอ้มูล  NCBI 
Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin beta subunit gene, complete cds 
GenBank: EU815328.1 
LOCUS       EU815328                 519 bp    DNA     linear   BCT 20-JUL-2008 
DEFINITION  Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin beta subunit gene, 
            complete cds. 
ACCESSION   EU815328 
VERSION     EU815328.1  GI:194271298 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Anabaena siamensis TISTR 8012 
  ORGANISM  Anabaena siamensis TISTR 8012 
            Bacteria; Cyanobacteria; Nostocales; Nostocaceae; Anabaena. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 519) 
  AUTHORS   Suphap,W., Charoenrat,T. and Ketudat-Cairns,M. 
  TITLE     Expression of Anabaena siamensis TISTR 8012 Phycocyanin Beta 
            Subunit 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 519) 
  AUTHORS   Suphap,W., Charoenrat,T. and Ketudat-Cairns,M. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-JUN-2008) School of Biotechnology, Suranaree 
            University of Technology, 111 University Ave., Nakhon Ratchasima 30000, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..519 
                     /organism="Anabaena siamensis TISTR 8012" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="TISTR 8012" 
                     /db_xref="taxon:213768" 
     CDS             1..519 
                     /note="PCbeta-subunit" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=11 
                     /product="phycocyanin beta subunit" 
                     /protein_id="ACF37121.1" 
                     /db_xref="GI:194271299" 
                     /translation="MTLDVFTKVVSQADARGEFLSSEQIDALAAVVKEGNKRLDVVNR 
                     ITSNASAIVTNAARSLFEEQPQLIAPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAALAGD 
                     ASVLDDRCLNGLRETYQALGTPGSSVAVGVQKMKEAAISIVNDPNGISKGDCSSLVSE 
                     VASYFDRAAAVG" 
ORIGIN       
        1 atgacattag acgtatttac caaggttgtt tctcaagcag acgctagagg cgaattcctg 
       61 agcagcgaac aaatcgatgc tttggcagca gtagttaaag aaggcaacaa gcgtttggac 
      121 gttgttaacc gcatcacaag caacgcttct gcgatcgtta ccaacgctgc tcgttctttg 
      181 tttgaagaac aaccccagtt gattgctcct ggtggtaacg cttacaccaa ccgtcgtatg 
      241 gctgcttgct tacgcgacat ggaaatcatc ctgcgctacg ttacctacgc tgcattagct 
      301 ggtgatgcta gtgttctaga cgaccgctgc ttgaacggtt tacgcgaaac ctaccaagca 
      361 ttgggtactc ctggttcttc cgtagctgtt ggcgttcaaa aaatgaaaga agctgctatc 
      421 agcattgtta acgatcccaa tggtatcagc aaaggcgatt gctcttctct agtttctgaa 
      481 gtagctagct actttgaccg cgctgctgct gttggttaa  // 
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Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin alpha subunit gene, complete cds 
GenBank: EU815327.1 
LOCUS       EU815327                 492 bp    DNA     linear   BCT 20-JUL-2008 
DEFINITION  Anabaena siamensis TISTR 8012 phycocyanin alpha subunit gene, 
            complete cds. 
ACCESSION   EU815327 
VERSION     EU815327.1  GI:194271296 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Anabaena siamensis TISTR 8012 
  ORGANISM  Anabaena siamensis TISTR 8012 
            Bacteria; Cyanobacteria; Nostocales; Nostocaceae; Anabaena. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 492) 
  AUTHORS   Suphap,W., Charoenrat,T. and Ketudat-Cairns,M. 
  TITLE     Expression of Anabaena siamensis TISTR 8012 Phycocyanin Alpha 
            Subunit 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 492) 
  AUTHORS   Suphap,W., Charoenrat,T. and Ketudat-Cairns,M. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-JUN-2008) School of Biotechnology, Suranaree 
            University of Technology, 111 University Ave., Nakhon Ratchasima  30000, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..492 
                     /organism="Anabaena siamensis TISTR 8012" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="TISTR 8012" 
                     /db_xref="taxon:213768" 
     CDS             1..492 
                     /note="PCalpha-subunit" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=11 
                     /product="phycocyanin alpha subunit" 
                     /protein_id="ACF37120.1" 
                     /db_xref="GI:194271297" 
                     /translation="MVKTPITEAIAAADTQGRFLSNTELQAARGRFDRAGDSLDAARV 
                     LTSKAQSLIDGATQAVYQKFPYTTSTPGNQFASDARGKAKCARDVGHYLRIIAYSLVA 
                     GGTGPLDEYLIAGLAEINGAFDLSPSWYVEALKYIKANHGLSGQAANEANTYIDYAIN 
                     PLS" 
ORIGIN       
        1 atggttaaaa cccccattac cgaagctatt gcagctgctg atacccaagg acgtttctta 
       61 agcaacaccg aattacaagc tgctagaggt cgttttgacc gcgctggtga cagcttagat 
      121 gccgctcgcg tattgacctc caaggctcaa tccttgatcg acggtgcaac ccaagctgta 
      181 taccaaaagt tcccctacac cacctctacc cctggcaatc agtttgcttc tgatgcccgt 
      241 ggtaaagcta agtgtgctcg tgacgttggt cactacctcc gcatcatcgc ttacagcttg 
      301 gttgctggtg gcaccggtcc tttggatgaa tacctaatcg ctggtttggc tgaaatcaac 
      361 ggcgcatttg atttgtctcc cagctggtac gtagaagctc tgaagtacat caaggctaac 
      421 catggcttga gcggtcaagc tgctaacgaa gctaacacct acatcgacta cgctatcaac 
      481 cctctcagct ga 
// 
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1.         ช่ือ (ภาษาไทย)  นาง มารินา เกตุทตั-คาร์นส์  
              (ภาษาองักฤษ)  Mrs. Mariena Ketudat-Cairns 
2. รหสัประจาํตวันกัวิจยั    38 40 0999  
3. ตาํแหน่งปัจจุบนั รองศาสตราจารย ์
4. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อได ้
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พ.ศ. 2538 ประกาศนียบตัร Industrial Biotechnology 
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6. สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Molecular Biology & Genetic Engineering (Plant & Animal) 
 Recombinant Protein Production 
7.   ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพในการทาํการวิจยั
วา่เป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั  หวัหนา้โครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอโครงการวิจยั เป็นตน้ 
7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั  :   ไม่มี, 
7.2 ผู้ประสานงานชุดโครงการ  การวิจยัโปรตีนแห่ง  มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 
7.3 หัวหน้าโครงการวจิยั  : มีช่ือโครงการวิจยั ดงัต่อไปน้ี 
• โมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิ Y ของววั 
• การโคลนและผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย  รายงานฉบบัน้ี 
• การศึกษาคุณสมบติัของเอนไซมเ์บตา้กลโูคซิเดสจากยีน SFR2 ในขา้ว ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2555 
• การพฒันาเคร่ืองหมายการตรวจสอบยอ้นกลบัปลานิลจากมทส  ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2554 
• การคน้หาและการแสดงออกของกลุ่มยีน Glycosyl Hydrolases ในจีโนมของขา้วหอมมะลิ 
         ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2555 
• การโคลนและผลิตเอน็ไซมเ์อนเทอโรไคเนสสายสั้น     ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2551 
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• การผลิตรีคอมบิแนนทท์รานสกลตูามิเสนจากปลานิล   ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
• การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Thermostable DNA polymerase จาก Pyrococcus furiosus                               ใน
แบคทีเรีย Escherichia coli     ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
• การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนในถงัหมกั ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2549 
• การแสดงออกและการผลิตเบตา้กลโูคสิเดส โดย Pichia pastoris ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2548 
• การจาํแนกลกัษณะทางพนัธุกรรม สรีระวิทยา และพฤติกรรมของไก่พ้ืนเมืองไทย     
        ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2547 
• การหาแผนท่ีทางพนัธุกรรมของไผต่ง    ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2546 
• การพฒันาวิธีการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานิล  ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2543 
• การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Taq DNA polymerase   ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2541 
ผู้ร่วมวจิยัในโครงการวิจยั  ดงัต่อไปน้ี 
• การโคลนน่ิงตวัอ่อนโค กระบือ แมว และสัตวป่์าใกลสู้ญพนัธ์ โดยใชเ้ซลลร่์างกายเป็นเซลลต์น้แบบ 
• Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions. 
• (National Science and Technology Development Agency National Center for Genetic Engineering and Biotechnology)ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 
• Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses  ส่งรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 2545 
• Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)  แลว้เสร็จ 2537 
7.4 งานวจิยัที่ทําเสร็จแล้ว :  
ดูหวัขอั 7.3 
7.5 งานวจิยัที่กําลงัทํา : 
• โมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิ Y ของววั 
สถานภาพในการทาํวิจยั : เร่ิมโครงการในปีงบประมาณ 2552 และไดด้าํเนินการไปแลว้ 80% 
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